Rhodopseudomonas spheroidesのフオスフオエノールピルビン酸カルボキシラーゼの精製と性質 by 福井 俊彦
Rhodopseudomonas spheroidesのフオスフオエノー
ルピルビン酸カルボキシラーゼの精製と性質
著者 福井 俊彦
号 615
発行年 1970
URL http://hdl.handle.net/10097/18720
 々
輪
極
號
狸
ツ
駕
'
刀
リ
も
応
行
示
代
語
 氏名(本籍)
 学位の種類
f
 学位…記番号
 学位授与年,月・1日'』
 学位授与の要件
研究科専門課程
学位論文題目
論文審査委員
ふぐいとしひこ
 福井俊彦(宮城県)
医学博士
 医博第6玉5号
 昭和45年3月25日
 学位規則第5条第i項該当
東北大学大学院医学研究科
 (博士課程)生理学系専攻
Purificationandpropertiesof
 Ph・sph・en・lpyruvateOarb・xylase
 fr・mRh・d・!)seud・m・nasspher・量des
 (Rhodopseudomonassplleroidesのフオ
 スフオエノールピルビン酸カルボキシラーゼの
 精製と性質)
 (主査)
 教授菊地吾郎教授・吉沢・善作
』
教授立木蔚
 一9一
論文内容要旨
 光合成菌では光照射されるとe`ヂカルボン鹸を多く菌体成分中に取ウ込むことが知られている。
 このことは,G4ヂガルボン鹸がG3化合物を経てグルコースに合成されるまでの一連の反応のう
 らどこがの反応が,光の照射で促進されることを示唆している。この現象についてはコオスフオエ
 ノールピルビン酸(PEP)カルボキシラーゼの代謝活性の調節が重要な役割を果していることが
 推察される。そ・こでRhOd.OP8印udOmona88pheroideBを用いてこ.の現象とPEPカルボ
 ボキシラ{ゼとの関係を明らかにする目的でR.sph6roエde8からこの酵素を精製し,反応の性
 質を杉ミ討した。
 R・8Pheroiαe8はリンゴ酸とグルタミン酸とを主な基質とした培地で嫌気光条件で培養した。
 菌を遠心で集め,超音波処理後,10万Xgで究20分遠心した上清を粗酵素標品とした。酵素の
 活性測定としては,オキザ・酢酸一GO2交換反応及びオキザ・酢酸形成反応では聾a狸婆CO3を使
 い,UG一オキザ・酢酸又は!`o一リンゴ酸を測定した。PEP形成反応では乳酸脱水素酵素と曽レ
 ビン酸キナーゼとを用い,NADH(ろ4日mμ)の減少で測定した。
 PEPカルボキシラーゼの精製一租酵素標品を硫安分画し(0.4～0.6),一晩透析後ブ・タミ
 ン処理をした液匹,オキザ・酢酸とATPとを加えて熱処理(55、OG,3～5分)をする。続いて
 第2回目の硫安分画をし(0.42～0、55),透析してがら燐酸カルシウム・ゲル処理を行い,そ
 の上清をDEAEセルローズカラムにつけて,KG工の濃度勾配法(0,06～0.2M〕で溶出させた。
 これによって酵素の比活性は交換反応で120～160倍にまで精製された。この精製酵素標品に
 は,.リンゴ酸脱水素酵素やピルビン酸キナーゼの活性は含まれていなかった。
 PEPカルボキシラーゼの活性に必要な因子一R.8pheroiαesのPEPカルボキシラーゼの
 反応では、PEPによる炭酸固定反応及びオキザ・酢敵一・do2交換反応の両万について,特異的
 にアデニン.ヌクレオチドが必要であった.。イノシンやグアニン,ウリヂンのヌ身レォテドを用い
 てもわずかな活性を示したが,これは精製酵素標品中にヌクレオシド・ヂコオスフエートキナ一考
 が若干混在していた為と考えられる。
 オキザ・酢酸一CO2交換反応一交換反応の至適pHは6.7附近匹あった。オキザ・酢酸の濃度
 と交換反応速度との幽係は1次反応の形式には適合せず,ATPの後塵を増すと活性曲線がオキザ
 ロ酢酸の高濃度の万へ移?た。このことは交換反応がATPでかなり阻害されることを示している。
 又オキザ・酢酸の磯鹿を一定にした時は,ATPの濃度に至適濃度があり,それは蔽C劫の濃度
 によって変動した。MnG12が2.4皿Mの時はATPの至適濃度が約1.巳m1・iであった。
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 方キザ・酢酸から'のPEP形成反応{この反応は,オキザ・酢酸の波腹に対してもAT'Pの濃度
 に対しても共にて次反応であることが知られた。オキザ可乍酸に対するKm値はATPの濃度によ
 り変り,ATPがロ.5mMの時は6.7mMであったが,ATPを2mMにすると4mMとなった。
 又ATPに対するKm値はオキザロ騨酸が1mMの時は41nMであるが,オキザロ酉隙を41nMに
 した時には21nMとなった。
 PEPによる炭酸固定反応一この反応の至適pHは交換反応と同じ6,7附近にあった。PEPに
 対するK皿値は0.15通Mであった。ADP硬度と炭酸固定反応速度との関係は1次反応と思われ
 る。ADP・に対するKm値はロ.2mMであった。ADP存在下でのPEPによる炭酸固定反応は
 ATPで阻害された。このことはATPがPEPと競合する為と考えられ,更にATPに依存する
 オキザ・酢酸一G%交換反応がS字状Kなったこと,及びATP濃度を増した時の活性曲線がオキ
 ザ・酢酸の高濃度の方へ移った事実を良く説明すると思われる。
 炭酸固定反応に診いて,NaHeo3に対するKm値はPHによって変動したが,NaHGO』は水
 液中では解離して平衡状態にあると考えられるので,このPH条件でのH2cOs(又はeo2)と
 HCO3との実際の濃度を計算して(C艶の濃度は微少なので無視した)、夫々に対するKm値を
 求めてみると,H2GO3(又はeo2)に対するKm値はほぼ一定値を示したが,HCO3に対する
 K皿値は一定にはならなかった。とのことはH200s(又はCO2)が炭酸固定反応の真の基質であ
 ることを示唆する。
 以上の結果から,R.spheroiαe8のPEPカルボキシラーゼの反応には特異的にアデニン・
 ヌクレオテト;が必要であり,反応速度はATPの濃度によって大きく変化する。即ら,ATPの
 度がある程度以上に増すとPEPによる炭酸固定反応が抑制されるが,PEP形成反応は抑制され
 ないことが知られた。光合成菌では光の照射をうけると光鱗酸化反応が活発となる為にATP/A
 DPの比が増すことが期待されるので,上の事実は光照射による04ヂカルボン酸の菌体成分中へ
 の取り込み増加を良く説明すると思われる。又PEPカルボキシラハゼの炭酸固定反応では,
 H2003(又はGO2)が真の基質であると判断される。
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 審査結果の要旨
 フオスフオエノールピルビン酸(PEP)カルボキシラーゼは糖執生の最初の段階に位置する
 重要な鱒素である。
 本論文は光合成細菌の一種であるRilod・opseLldOmOnasspheroid・e6においてはクエ
 ン酸回路メンバーからのグリコーゲン生成が光照射によって著しく促進されるという事実に港目
 し,本菌に諭けるPEPカルボキシラーゼの代謝調節上の意義を明らかにしょうとしたものてあ
 る。そのために先ず本菌から本酵素を高度(約160倍)に精製し,その性質を検討し,次の事
 実を明らかにした。(1体酵素は他¢)一般のP旦Pカルボキシラーゼとは異なり,アデニンヌクレ
ユヰ
 オチドに特異的に反応する。(2)本酵素反応をオキサ臓酢酸(OAA)とGO,との交換反応,OAA
 とATPからのPEP生成,およびPEP,GO,,ADPからのOAA生成の3反応について解
 析した結果,炭酸固定によるOAA生成反応は過剰のATPによってPEPと競合的に阻害され
 ることが知られた。従ってアデニγヌクレオチドのプールが主としてATPとし・て存在する条件
 では本酵素は主としてPEP生成の方向にはたらき,糖新生に有利な条件を作るこζが推察され
 た。(3〉OAA生成のための炭酸固定反応に蔚L(て直接の基質と;なるものはHCO3ではなく臓CO・
 あるいはGO2そのものである。(4)各反応系に於ける基質や助酵素に対するK皿,至適pHなど,本
 酵素の性質およびそ・の作用機構を理解する上で重要な諸定数を決定した。最后にそれらの実験成
 績にもとづいて,R.8PheroidesでのPEPカルボキシラーーゼの作用は,光照射などによっ
 てATP生塵が促進され,細胞内のATP/ADPが大きくなった時に糖新生を促がし,それが
 低下した時にはグリコーゲン,グルコースからの有機酸生成に役立つことにあり,これによって
 糖代謝の調節に関一与することを推論している・
 よって本論文は学位を授与するに値するものと認める。
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